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研究成果の概要（和文）：眼内への抗体療法を目的とした徐放性を有する抗体内包リポソームの作製を行った。作製し
たヒトIgG内包リポソーム溶液は100nmの均一な粒子をもち、使用ヒトIgG量の16-21%がリポソームに内包可能であった
。漏出量に関しては、経時的な漏出率の増加が認められ、60日後の漏出率は約35%であった。リポソーム表面をアルブ
ミンコートすることによって、漏出率を低く調節できることがわかった。次にベバシズマブ内包リポソームを作製し、
リポソームからのベバシズマブの漏出量を検討した。前房水のベバシズマブ量に徐放効果が認められた。抗体内包リポ
ソームが眼内への抗体療法の手段となりえる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Liposome is one of the most effective tools for drug delivery systems. Liposome 
offers improved pharmacokinetic properties, controlled and sustained release of drugs. liposomes 
encapsulated with human immunoglobulin for intravitreal administration were prepared and characterized. 
The liposomes were prepared using the improved cholate dialysis method. The intensity-average diameter of 
the liposomal nanoparticles was approximately 100 nm. Encapsulation efficiency was approximately 16-21%. 
The size distribution of liposomes remained stable until 45 days. The efficiency of leakage at 60 days 
was approximately 35 %. The leakage concentration of human immunoglobulin was gradually increased during 
the study period. The liposomes can lead to the slow and controlled release of drug in the vitreous. 
These results suggest that liposomes encapsulated with immunoglobulin for intravitreal administration may 
be feasible for antibody treatment of ocular diseases.
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１．研究開始当初の背景 
（１）網膜静脈が動脈との交叉部で閉塞する
疾患を網膜静脈閉塞症という。血管閉塞によ
り、その静脈が受け持つ領域の網膜が障害を
受け、網膜出血や網膜浮腫を生じ視野欠損や
視力障害を来す。黄斑部に網膜出血や網膜浮
腫を生じると、中心視力は急激に低下する。
50 歳以上の高齢者に起きやすい疾患であり、
加齢とともに頻度が増大する。網膜循環障害
が基礎となる疾患であるが、同疾患眼の硝子
体中に血管内皮増殖因子（VEGF）を初めとし
た多種類のサイトカインが多量に存在し、病
態形成には多くの因子が関与する疾患であ
ると考えられている。治療法として血栓溶解
薬、網膜循環改善薬、網膜光凝固、硝子体手
術の報告はあるが、いずれも対症療法であり、
確実に有効な治療法が現在も確立されてい
ない疾患である。近年、同疾患に抗 VEGF 薬
などを硝子体内へ投与する治療が行われ良
好な結果が報告されている。しかし、再発例
もあり、再投与を要することが多く、投与回
数、投与間隔、投与量に関して明確な指針は
なく課題が残されている。今後は、ヒトに近
いモデル動物を作製し、網膜静脈閉塞症の病
態を究明するとともに治療方法の開発を検
討することが必要である。 
 
（２）人工の脂質二重膜でできた微細なカプ
セルであるリポソームは DDS（drug delivery 
system）や人工生体膜として研究されてきた。
リポソームは生体膜に大量に存在するリン
脂質、コレステロールなどを主成分とするた
め、薬物キャリアーとして使う場合、毒性が
少なく、異物として働く可能性も少ない。脂
質二分子膜で外界から隔離されているため、
封入した物質が免疫機構により異物として
認識される可能性も低く、カプセル化するこ
とにより組織障害性や、毒性が軽減される。
さらに、抗体やレクチン、糖脂質などをリポ
ソーム表面に組み込むことにより、特定の組
織または細胞に対して標的指向性をもつリ
ポソームが作成できる。このような特色はリ
ポソームを薬物キャリアーとして使用する
とき、臨床的にみて非常に有利な点である。
しかしながら、リポソームをマイクロカプセ
ルとして使用するシステムは研究がはじま
ってから日が浅く、臨床医学への応用を念頭
においた研究もまだ数少ないのが現状であ
る。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的はカニクイザルを用いて網膜
静脈閉塞症のモデル動物を作製し、抗 VEGF
薬（ベバシズマブ）および血栓溶解剤（t-PA
製剤）を内包した標的指向性リポソームを硝
子体内に投与し、その治療効果を検討するこ
とである。E-セレクチンの主要なリガンド糖
鎖であるシアルルイスＸ、VEGF の受容体であ
る VEGFR2 に対する抗体、網膜静脈閉塞症に
おいて硝子体中での増加が報告されている

細胞接着因子（ICAM-1）に対する抗体、を修
飾して標的指向性を持たせる。網膜静脈閉塞
症のモデル動物作製にヒトへの近似度が高
いカニクイザルを使用することにより疾患
の病態を詳しく検討する。そしていまだ確実
に有効な治療法のない網膜静脈閉塞症に対
する治療法の手がかりを得ることが最終的
な目的である。 
 
３．研究の方法 
（１）カニクイザルを用いた網膜静脈閉塞症
モデル動物の作製。全身麻酔下でカニクイザ
ルの網膜静脈に対しレーザー光凝固装置に
て網膜の静脈血管分岐部を凝固し、静脈閉塞
を作製する。実際の病態に対応する様々な血
管閉塞の程度を持つ動物モデルを作製する
ために、レーザー光凝固前にローズベンガル
液を網膜血管に注射することにより凝固効
率を上げる。 
（２）抗 VEGF 薬（ベバシズマブ）および血
栓溶解剤（組織性プラスミノーゲン活性化因
子製剤・t-PA 製剤）を内包した標的指向性リ
ポソームの作製。リポソームの主成分である
リン脂質、コレステロールなどの各脂質を秤
量し、クロロホルム/メタノールに溶解する。
エバポレーターで溶媒を除去後、脂質膜を得
る。脂質膜を水和し超音波処理を行いミセル
懸濁とする。ミセル混濁液と抗 VEGF 薬（ベ
バシズマブ）または血栓溶解剤（t-PA 製剤）
を混合後、限外濾過を行い、抗 VEGF 薬（ベ
バシズマブ）内包リポソームおよび血栓溶解
剤（t-PA 製剤）内包リポソームを作製する。
リポソーム溶液に架橋試薬を添加してリポ
ソーム表面に糖鎖や抗体を修飾し、能動的に
特定の組織や細胞に配送しようとする標的
指向性を持たせる。 
（３）標的指向性リポソームの薬剤徐放効果
の in vitro での検討。生理食塩水に作製し
た標的指向性リポソームを添加する。37℃の
恒温装置内に入れ、限外濾過を行いリポソー
ムの粒子径分布、脂質定量、リポソーム内の
残存薬剤濃度を検討する。 
（４）カニクイザルの硝子体内における標的
指向性リポソームの薬物動態の検討。全身麻
酔下でカニクイザルの硝子体に標的指向性
リポソームを投与する。各々のリポソームに
ついて薬剤濃度を経時的に測定し、in vivo
におけるリポソームの薬剤徐放効果を検討
する。 
 
４．研究成果 
（１）標的指向性リポソームの作製：ミセル
混濁液とヒト IgG、抗 VEGF 薬（ベバシズマブ）
または血栓溶解剤（t-PA 製剤）を混合後、限
外濾過を行い、ヒト IgG、抗 VEGF 薬（ベバシ
ズマブ）内包リポソームおよび血栓溶解剤
（t-PA 製剤）内包リポソームを作製した。作
製した 3 種類リポソームはそれぞれ
110-120nm の粒子径を有していた。また脂質
濃度を変化させることによって、リポソーム



の崩壊性が変化した。10mg のヒト IgG から 
1.66mg-2.11mg の内包リポソームが作製可能
であった。内包効率は 16.6%-21.1%であるこ
とがわかった。（図１）（表１） 
 
 
 

 
表１ IgG 内包リポソームの物性 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１ IgG 内包リポソームの粒子径分布図 
 
37℃の生理食塩水にリポソームを添加し、経
時的にサンプリングすることにより、ヒト
IgG 内包リポソームからの漏出量を検討した。
37℃で 30 日間はリポソームの粒子径分布に
変化は認められなかったが、60 日後には、粒
子径分布の幅が大きくなった。漏出量に関し
ては 3 日で 144μg、7 日で 152μg、14 日で
213μg、30 日で 327μg、45 日で 335μg、60
日で617μgとなった。漏出率は3日で8.1%、
7日で 8.6％、14 日で 12％、30 日で 18.4％、
45 日で 18.9%、60 日で 34.7％となり、経時
的な漏出率の増加が認められた。（図２）ま
た、ヒト IgG 内包リポソームのリポソーム表
面をアルブミンコートすることによって、漏
出率を低く調節できることがわかった。作製
した標的指向性リポソームの粒子径、脂質濃
度、内包薬物濃度を測定した結果、本研究に
使用可能なリポソームであることが証明さ
れた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２ 漏出率の経時的変化 
（２）網膜静脈閉塞症モデルの作製：全身麻
酔下でカニクイザルの網膜静脈に対しレー
ザー光凝固装置にて網膜の静脈血管分岐部
を凝固した。その結果、静脈閉塞を作製する
ことが可能であることがわかった。 
（３）標的指向性リポソームの薬剤徐放効果
の in vitro での検討：改良コール酸除去法
により、IgG 内包リポソーム溶液を作製した。
表面をアルブミンコートすることにより、膜
安定性を向上させたIgG内包リポソーム溶液
も作製した。作製したリポソーム溶液を動的

光散乱法により測定したところ約100nmの均
一な粒子径を有していた。使用 IgG 量の
15-20%がリポソームに内包されたことがわ
かった。37℃の生理食塩水にリポソームを添
加し、経時的に抽出し、限外濾過することに
より、ヒト IgG 内包リポソームからの IgG 漏
出量を検討した。37℃で 30 日間はリポソー
ムの粒子径分布に変化は認められなかった
が、60 日後には、粒子径分布の幅が大きくな
り、リポソームが不安定化した。（図３ ） 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
図３ 粒子径分布の経時的変化 
漏出量に関しては、7日で 8.6％、14日で 12％、
30 日で 18.4％、60 日で 34.7％となり、経時
的な漏出率の増加が認められた。改良コール
酸除去法により、ベバシズマブ内包リポソー
ムを作製し、リポソームからのベバシズマブ
の漏出量を検討した。漏出量は、7日で 0.29％、
14日で0.94％、42日で1.63％、60日で5.50％
となり、経時的な漏出率の増加が認められた。
アバスチン内包リポソームの方が漏出率が
低いことがわかった。リポソーム表面をアル
ブミンコートしているため、リポソームを安
定化し、ベバシズマブの漏出を抑えていると
推測された。（図） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図  漏出量の経時的変化 
（４）.カニクイザルの硝子体内における標
的指向性リポソームの薬物動態の検討：全身
麻酔下でカニクイザルの硝子体にリポソー
ムを投与し、経時的変化を細隙灯顕微鏡によ
り検討した。投与後、2 週間の段階では眼内
炎など明らかな炎症所見を認めなかった。 
（５）標的指向性リポソームを硝子体内に投
与した網膜静脈閉塞症のモデル動物におい



て、標的指向性リポソームの機能評価および
薬物を内包した標的指向性リポソームの治
療効果を検討した。リポソームの主成分であ
るリン脂質、コレステロールなどの各脂質を
DPPC/DPPE/DCP/Cholesterol/Ganglioside 
(15/5/5/40/15 モル比)の割合で秤量し、ク
ロロホルム/メタノールに溶解した。エバポ
レーターで溶媒を除去後、脂質膜を得た。脂
質膜を水和し超音波処理を行いミセル懸濁
とした。このミセル混濁液と抗 VEGF 薬（ベ
バシズマブ）を混合後、限外濾過を行い、抗
VEGF 薬（ベバシズマブ）内包リポソームを作
製した。モデル動物に作製した標的指向性リ
ポソームを添加した。0,3,7,14,30,45,60 日
後に前房水のサンプリングを行った。リポソ
ームから前房水中へのベバシズマブの漏出
量を検討した。リポソーム表面をヒト血清ア
ルブミンコートしていない場合、ELISA 法に
よる定量では、漏出量は 3 日目 33.2μg、7
日目43.2μgであり、漏出率は3日目6.26%、
7日目8.15%となった。BCA法による定量では、
漏出量は 3 日目 404.0μg、7 日目 1140.0μg
であり、漏出率は 3日目 5.05%、7日目 14.25%
となった。ELISA 法、BCA 法のどちらの定量
においても前房水のベバシズマブ量に徐放
効果が認められた。リポソーム表面をヒト血
清アルブミンコートした場合、漏出量は、3
日目0.882μg、7日目0.825μg、14日目1.729
μg、30 日目 3.783μg、45 日目 1.823μg、
60 日目 6.587μg であり、漏出率は 3 日目
0.71%、7日目 0.66%、14 日目 1.38%、30 日目
3.03%、45 日目 1.46%、60 日目 5.27%であっ
た。モデル動物においても、in vitro 同様、
薬物を内包した標的指向性リポソームは薬
剤徐放効果を有することがわかった。 
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